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 رقم گندم دوروم 20در  استیل -3تبدیل میکوتوكسین دي اكسی نیوالنول به فرم آنالیز مولکولی و 

 AYT1و تعیین ژن مقاومت  PCRتکنیک از طریق  خوزستان

Molecular analysis and reduction of mycotoxin deoxynivalenol to 3-acetyl form in 20 

durum wheat cultivars of Khuzestan through PCR technique and determination of AYT1 

resistance gene 

*1سید سعید نوري نیا
 2ندا باغستانی، 

 21/12/99 تاریخ پذیرش:               22/8/99تاریخ دریافت: 

 چکیده

ستتان، بومی دوروم توده گندم 20به منظور ارزیابی واكنش  این پژوهش ستیون بشش تحقیقات  خوز موجود در كلک

ستبت به بیماري بلایت فوزاریومی  صتلاح و ت یه ن ال و بنر ن سته تحقیقات ا ست ستال  ستنبلهغلات مؤ و  5139-69 زراعیطی دو 

 مقالعه مورد صتفات اجرا گردید.آب و هوایی،  مشتلف، خوزستتان، با دو شترای ي در شترای  مزرعه در دو منققه 7139-89

شتته شتته، ارتفات بوته و عملکرد بیولوژیک بود كه شتتامل خو ستتنبل،ه، آلودگی بنر، تراكم خو به منظور هاي آلوده، آلودگی 

ستتنبلته گنتدم، از رو   صتتل ژنتیکی و نیز الپو پتنیري تنوت در اجزاا مقتاومتت بته فوزاریوم  تجزیته انتدازه گیري و تعیین فوا

شته شتدخو ستتفاده  شتان داد كهارزیابی توده. اي ا شتی در مزرعه ن ستپورپا ستتفاده از رو  ا شتی با ا شتتر  هاي آزمای  هايتودهبی

ستتند. به نظر می شتاخب بیماري از مقاومت مقلوبی در برابر بیماري برخوردار ه ستی، از نظر میانپین  ستد كه علت مورد برر ر

شتته و به وج مقاومت ستا  ژنتیکی دا ستیشتود. از ها مربوط میدر آن  Iود مقاومت نوتا ستت رقم گندم دوروم مورد برر  بی

ستتفاده نمودهاي مربوط به برنامهتوان به عنوان والدهاي مقاوم به بیماري در تلاقیمی صتلاح گندم ا شتان داد، هاي ا ، نتایج ن

ستی به عنوان ژن مقاوم، بیان می AYT1كه ژن  ستتفاده و معرفی تکنیک شتود هدر ارقام گندم مورد برر و   PCRم،نین با ا

با  DNA  هاي كمی از یک ققعهبه منظور تکثیر یک نستشه منفرد یا نستشهدر این تحقیق  SSRاستتفاده از نشتانپرهاي ملکولی 

ستتشهتوالی خاص به تعداد هزار یا میلیون ستتتیابی به ماهیت ها ن توان این رو  را به عنوان رو  می ژنتیکی ارقام، ج ت د

 هاي مقاوم در این پژوهش معرفی نمود.مقلوب ج ت ثکثیر ژن

 

 .PCR، ميكوتوكسين دی اكسی نيوالنول، SSRبلایت فوزاریومی گندم دوروم، نشانگرهای نکات كلیدي: 

  

 
 كارشناسی ارشد بيوتكنولوژی و اصلاح نباتات،پژوهشگر.نویسنده،  -1

  نویسنده، كارشناس توليدات زراعی. -2

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/DNA
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 مقدمه
شدددد  جمعيت و نياز به تأمين با توجه به افزایش ر

ودو ت  سدح  مص امنيت غذایی، افزایش توليد در واحد 

سدددی در حد  زراعی می سدددا تواندد بده عنوای یدا راهبرد ا

شددمار  ید. در ميای گياهای زراعی،  شددك  تامين غذا به  م

گندم با دارا بودی مواد غذایی باارزش مانند انواع پروتئين 

كدالری غدذایی  %25هدا، ویادامين هدا و مواد معددنی، حددود 

تددأمين می هددای را  یددد  مردم ج مددا  ,.Salunkhe et alن

یدت (.1985 صددود بده م جده  سدددح  بدا تو هدای افزایش 

شددت گندم و پایين بودی ميانگين عمركرد گندم در  زیرك

شدددور افزایش عمركرد می ندد یكی از راه ك هدای توا كدار

شدددد. از  شدددور بدا سدددیگویی بده نيدازهدای ك عمری برای پدا

كده  سدددح  عوامری  حدد  كداهش عمركرد در وا عدک  بدا

سدددای و تنشهدای غيرتوای بده تنشگردندد، میمی هدای زی

ندد  فدات و بيمداری سدددای مدان شددداره هدازی  از یكی. نمود ا

 یا گندم سدددنبرهفوزاریومی بلایت بيماری زنده، هایتنش

FHB مدداً كدده صددت عدمدو كدد   عدندوای تد سددد يددده  (ا نددامد

 و گرم مناطق در میرب های بيماری از یكی شدددود، می

شدددت مرطوب شددددمی جهدای در گنددم ك  Bai and  بدا

Shaner, 1994). 

سددد  گونه  سدددنبره كه تو های بلایت فوزاریومی 

  Fusariumیبه ویژه گونه Fusarium  میارف قارچ

 graminearumادداد مدی تدریدن شدددود، یدكدی از مدهد اید

های گندم در ایرای است كه به ویژه در اقري  گرم بيماری

كدداهش عمركرد عددک  بددا شدددور  يددت  و و مرطوب ك كيف

ای از مواد سدمیی ها دسداهمایكوتوكسدينشدود. مصودول می

سداند كه به و   ینده مواد غذایی، خوراک دام و طيور ه

صدددی از ك دا ها  قارچ ها( توليد طور طبيعی از انواع خا

سددينها میشددوند. این ك امی ها را در توانند مایكوتوك

رده غلات، ميوه غدذایی از جم شددددا، انواع مواد  هدای خ

نده شدددد این گونده ك داهدا و ادویدهدا ندد. ر يدد كن هدا هدا تول

 تواند قب  و یا پس از برداشت مصوول، طی نگهداریمی

گددرم و  یدد   شددددرا یددی در  غددذا مددواد  مددودی  ندد بددار  ندد و ا

. ( ,.1985Salunkhe et al  بگيرد صدددورت  مرطوب

 طی و هسداند پایدار بسديار هامایكوتوكسدين بيشدار مااسدفانه

هدای ندد يدد فرای نددنمی بين از پیان و انامداد غدذا، تول  رو

 Phillips et al., 1990) .صدددد تدا كنوی بيش از چندد 

شددددده سددددایی  ندا شددد سدددين  رده مدایكوتوك كده از جم ندد  ا

های خحرناک برای سدلامت انسدای و سدایر مایكوتوكسدين

مددی نددده  جددودات ز بددهمددو يددن ،تددوای  سدددد تددوك فددلا هددا،  

سدددين ندایزینAاكراتوك مدا پداتولين، فو هدا، زیرالنوی، دی ، 

سددين وددرو مایكوتوك شدداره نمود. م سددی نيوالنول ا ها اك

سدددای می سددد  ان سدددا ي  تو از طریق مواد تواندد بده طور م

سددين و یا غير سددا ي  از طریق غذایی  لوده به مایكوتوك م

فددر ودددددرو  عددر  ورده م مدد نددات در  يددوا حدد هددای 

سددين صددورت بگيردمایكوتوك شددير گاو(  . این ها  مانند 

سدددين قدارچ  هدامدایكوتوك سددد   هدایی از جنس، كده تو

Fusarium ،Myrothecium ،Stachybotrys ،

Trichoderma ،Trichotheciumيدد ندد می ، تول شدددو

سدای و همننين موجودات  تاثيرات میربی را بر زندگی ان

شددددت گددذا نددد  نددده خواه . (Shima et al., 1997  ز

سدددينمدایكو یده هدا توك ثدانو سددد   ادابولي اداد هداقدارچاز م  ای

نددمی يد  بده كده شدددو  روی منفی تدثثير بودی سدددمی دل

سددداه .(Shima et al., 1997  دارند دارای نيزمهره  به ب

 در و هسداند زاسدرطای هامایكوتوكسدين ماده، م دار و نوع

سدددای كداهش و ژنايكی جهش ایاداد بددی ان  ن ش ایمنی 

سدددزا ی بداعدک ایاداد  ب ودددوث  بده خ دارندد و در مواقعی 

شددد  .(Jefferies et al., 2000 جهش ژنايكی خواهند 

صدددری  سدددين ورودمنبع ا ، زنايره غدذایی بده هدامدایكوتوك

سدداند  سدديننوع  400حدود و غلات ه ها در از مایكوتوك

اند كه ازنظر سداخاار شديميایی با یكدیگر دنيا شدناخاه شدده

سددت در غذاها  25مافاوتند اما حدود  نوع از  نها ممكن ا

شدددوندد از  .(Irani et al., 2015  در حدد بدا یی یدافدت 

سداخاار عوام  تاثير  نها به طور كری می توای به تغيير در 

اداد پروتو ين اداد جهش، پروتو ين و ای نداقو و ای هدایی 

تاثير بر مراح  ت سي  سرولی از جمره، پروفاز و اینارفاز، 
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اداد تغييرات در  هدا، ای نددری  يدت مياوكو عدال تغييرات در ف

شدت. مهمارین  شداره دا  كسدينمایكوتوغشدای پلاسدمایی، ا

سدددی نيوالنول لوده موجود در طبيعدت،  ( DON  دی اك

سددت كه از قارچ   ید به وجود می F. graminearumا

ر گندم و یكی از عوام  توليد بيماری فوزاریومی سنبره د

سددددت  عددداد دیگری از غلات ا  ,.Shima et al  و ت

كداهش خحر(1997  . DON) پدذیر د كدای  عدت ام ر طبي

سدد  سددت، و  شدديميایی و  نزیمی ا زدایی  ی به دو طریق 

سدددميت صدددورت می گيرد. بهارین مواد برای كاهش اثر 

سدی نيوالنول  DONشديميایی  ودر دی اك سدافاده از عن (  ا

سددولفيت كه  فرمول  یا تركي  غير  لیسدددی  ماا بی 

سددت خواهد بود، همننين NA2 O2 S5  شدديميایی ( ا

سدددميت انزیمی در   DON بهارین مواد برای كاهش اثر 

ندداز يدددروژ هدد كدد  د لدد نددواده كدده  (ADHs)  ا خددا جددزو 

سددديددوردكادازهدا  سدددتاك لددهيدد تواندد الكد  را بده  می و ا

هدای قدارچی بدا سددديداری از گوندهب د خواهدد بود،تبددید  كند

توانند های پایدار در مواد غذایی، میتوليد مایكوتوكسين

 .(Magan, N, 2006 عام  خحرناكی برای انسای باشند

این  از مواد در معر   لودگی بده گنددم  ندای یدا دوروم(،

 ميكروبیترین عام  ها عمدهها است و ك اقارچ نوع از

سددی   لوده كننده سدداند. هدو از این پژوهش، برر نای ه

، به ك ا رق  گندم نای 20 لودگی ميكروبی و شيميایی 

پداتوژی  هدای  سددد و میمر دو منح ده  زدایی دراز طریق 

سدددافاده از  سددداای و همننين ا شدددانگرهایخوز مركولی  ن

SSR سدددیده سدددیده منفرد یدا ن هدای بده منظور تكیير یدا ن

به تعداد هزار  ،با توالی خاث DNA  كمی از یا قحعه

سدددیدهیدا ميريوی سدددايدابی بده مداهيدت ژنايكی هدا ن ، جهدت د

ندده يددا  هددا و گدو  Polymerase Chainمدعدرفدی تدكدند

Reaction مددد در كددار  شدددی محروب و  بدده عنوای رو  ،

ها و گياهای، ارچدسايابی به اطلاعات ژنايكی و فيزیكی ق

سدددميدت قدارچ هدای هدا و ثكیير ژیجهدت خنیی نمودی اثر 

  گندم دوروم  است.  م اوم در گياهای

 (Materials and methods) ها رو  و مواد

رق  گنددم دوروم  20ی این و اوليدهنادای  تكميری 

سددال زراعی  سدد  ایناان  در تص ي ی دیگر، در  -93تو

شدددرو  92 عده تص ي داتی م بده مزارع تص ي داتی در مزر

سدددلامی واحدد اهواز، در  شدددگداه  زاد ا كيروماری  10دان

شددرقی  شدديه  شددرقی اهواز در منح ه ویس و در حا شددمال 

دقي ه  36درجه و  31رودخانه كاروی با عر  جغرافيایی 

شددرقی و  53درجه و  48شددمالی، طول جغرافيایی  دقي ه 

سددداس  مار  50ارتفاع  شدددد. برا سدددح  دریا، اجرا  مار از 

سداله، شدهر ویس با داشدان دمای  30مدت  واشدناسدی برنده

سددد  حداق   سددد  حداكیر  45/19ماو درجه  2/27و ماو

سدداليانه سددانای سدد  بارندگی  مار، از ميری 270گراد و ماو

خشدا مصسدوب لصاظ اقريمی جزء مناطق خشدا و نيمه

شدرای  محروبی جهت می شدود، از این رو به طور ت ریبی 

سددی نيوالنولدهمنوی  بروز بيماری، ترین كه  لوده ی اك

 . مایكوتوكسين موجود در طبيعت است

 

 Powdering plant) گیاهیپودر كردن نمونه 

samples) 
روزه(  12-18گرم برگ  گيداهدای ميری 150اباددا 

بده هداوی چينی رییاده و  بده  ی نياروژی را در  م ددار  زم 

سدد س برگ را كوبيده و خرد نموده   ضددافه گردید،  مایع ا

صددورت پودر شددده را در شددده در  مد. برگ پودرتا به 

سددد دس  2یددا مديدكدروتديدوب  ادده،   500مديدردی لديدادری ریدید

سدددایراه به ضدددافه هر نمونه پودرميكروليار بافر ا شدددده ا

 گردید. 

 

 Genomic DNAژنومی ) DNAستشراج ا

extraction) 

رق  گندم دوروم  بر  20ژنومی  DNAاسدایراه 

فدت  صدددورت گر تدا و همكدارای    سدددداس روش د پور ا

 Dellaporta et al., 1983 بددافدر بددا  (. پدودر بدرگ را 

سدددایراه میرو    بدهMixedا تدا  صدددورت یدا ( كرده 

دقي ه  30مصرول سبز رنگ همگن در مد،  نگاه به مدت 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D8%B1%D9%85%D9%88%D9%84_%D8%B4%DB%8C%D9%85%DB%8C%D8%A7%DB%8C%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D8%B1%D9%85%D9%88%D9%84_%D8%B4%DB%8C%D9%85%DB%8C%D8%A7%DB%8C%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/DNA
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سدددانای 65ماری با دمای بنحمام در  گراد درجه 

شدددد. در این مددت نموندهقرار دا بدار دقي ده یدا 5هدا هر ده 

شددده و چند سددر و ته گردیدند.  قب  از بيروی  ورده   بار 

سدددایراه را در حمام بنماری  فوق باید اناام مرحره بافر ا

مدای  تدا   65بدا د جده قرار داد  ( موجود در  ی SDSدر

شدددود. زیرا   سدددوب SDSخوب حد   ( در دمدای پدایين ر

شددد. بعد از نمیكند و می شدداه با تواند كار یی  زم را دا

شدددی نمونه سددي   200ها، خنا  سدداات پاا  5ميكروليار ا

ضدافه كرده  و بعد از چندینمو ر  به سدر و هر تيوپ ا بار 

بده مددت دقي ده(، نمونده 1-2تده كردی   دقي ده روی  15هدا 

سددانای 4یخ   سددي  درجه  سدداات پاا گراد( قرار گرفاند. ا

شددی  ی SDSرفان اثر دترجنت    باعک از بين ( و جدا 

 شود(.می DNAاز 

ندده  بدده مدو ند ندد :  500هدر  فد ردول  صد مد ادر  يد لد كدرو يد مد

بدت سددد بدا ن يد   بده ترت كد   يد  ال هدای كرروفورم: ایزو م

ها سر و ته شدند تا یا مصرول ( اضافه و تيوپ1:24:25 

دقي ه  15ها به مدت یكنواخت تشدكي  شدود، سد س نمونه

عدت  سدددر مدای در د rpm5000 بدا  جده  4قي ده در د در

( Supernatantگراد ساناریفيوژ شدند، فاز رویی  سانای

سددافاده تيد دهانه ميری 5/1به یا تيوپ جدید  لياری با ا

( منا   شدد و ه  حا   ی ایزوپروپانول Cut tipگشداد  

صددد حا   1/0سددرد یا دو حا  اتانول محرق همراه با  در

سددددی   سددداات  ضددداف=2/5pHمو ر با    3ا ه گردید، ( ا

سددفيد سدد س نمونه شدددند. كلاو  سددر و ته  ها به  رامی 

سددت. در این  DNAرنگ  شدداهده ا در این مرحره قاب  م

سددداناریفيوژ نمونه سدددرعت  15ها به مدت مرحره  دقي ه با 

rpm5000  مددای سددددانای 4در دقي دده در د جدده  گراد در

اده و  فداز رویی را دور ریی بده  رامی  فدت.  صدددورت گر

سددوب  سدده  70روليار اتانول ميك 300با  DNAر صددد  در

شدد، سد س نمونه شدو داده  سدا شد دقي ه  30ها به مدت مرتبه 

 DNAدر دمای اتاق و زیر هود قرار داده شدد، تا رسدوب 

شدرای  خلاء و به مدت  خشدا گردد. خشدا كردی در 

شدددی  شددود. به هر ژنومی می DNAطو نی باعک خرد 

ید   افزوده 300ميكروتيوپ  سدددار  ميكروليار  ب م حر ا

مدت یا ها بهشد و جهت ح  شدی كام  رسوب نمونه

بده هر نمونده  شددددندد.  تداق نگهدداری   2شددد  در دمدای ا

ادر  ندزید  يد فدده  ) mg/ml) 10RNase Aمديدكدرولد ضددددا ا

سد س در دمای  سداعت قرار  2درجه به مدت  37گردید، 

، كيفيت و كميت DNAداده شد. پس از اناام اسایراه 

DNA اسد كاروفاوماری  اسدایراجی با اسدافاده از دسداگاه

 UV-Vis دساگاه طيف سن  مر ی و ماوراء بنفش و یا 

Spectrometer سدداگاهی  كه سددت د گيری برای اندازها

سددی  سدداس ميزای جذب الكارومغناطي م دار یا ماده بر ا

شد صد  برای  د( تعيين ی ماده می با سدبت عددی حا شدد. ن

سدددایراجی در این تص يق بين  DNAهدای نمونده تدا  8/1ا

ها برای اناام دهد كيفيت  یماغير بود كه نشای می 97/1

 محروب بوده است.   PCR زمایشات

 شود:از فرمول زیر اسافاده می DNAبرای تعين غرظت 

× DF× 50260 = A  غرظتDNA  برحس  نانو گرم

 در ميكروليار

DF  بده ميزای بدا توجده  سدددت و  ضدددرید  رقدت ا

سددت تعيين می شددده ا گردد.  دفعاتی كه مصرول پایه رقيق 

شدددده زیرا  50عدد  شددداه  نيز به این دلي  در این فرمول نو

1OD=  ًبدا بدا ت ری  DNAندانوگرم بر ميكروليار  50برابر 

شددداده سدددت كده این ميزای تعيين كيفيدت دو ر  DNAای ا

ژنومی هر  DNAگردد اسدایراه شدده، و اینكه مشدیو 

 رق  سال  بوده و شكساگی ندارد.

 (Electrophoresisالکتروفورز )

سددازی  از روش الكاروفورز برای تفكيا و جدا

سديدهای سداس این روش بر پایه اخالاو  ا نوكرئيا كه ا

سدددت( در ژل  گدارز  صدددد بدا بدافر  8/0بدار الكاریكی ا در

TAE  سدددافاده گردید. جهت رنگ  ميزی از یا برابر ا

ظدت   بدا غر یدد  يددیوم برومدا ميكروليار  mg/ml10  )5/2ات

سددديدی دمای ژل  گارز به  شددداه و پس از ر  50تا  40بردا

سدد س  ضددافه گردید.  ميكروليار از نمونه  5درجه، به  ی ا

https://www.raynoor.com/product-category/analytical-laboratory-instruments/spectroscopy/uv-vis-spectrophotometer/
https://www.raynoor.com/product-category/analytical-laboratory-instruments/spectroscopy/uv-vis-spectrophotometer/
https://www.raynoor.com/product-category/analytical-laboratory-instruments/spectroscopy/uv-vis-spectrophotometer/
https://www.raynoor.com/product-category/analytical-laboratory-instruments/spectroscopy/uv-vis-spectrophotometer/
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DNA  شدده با سدایراه  ميكروليار بافر بارگذاری و  5/1ا

های ژل  گارز در چاها 1Kbمیرو  در كنار نشانگر 

شددد. الكاروفورز با ولااژ  سددانای مار  5بارگذاری  ولت بر 

ندگ بروموفنول برو،  كده ر مدانی  شددددد. ز ادام   70تدا  60ان

درصد ژل را طی كرده بود، دساگاه خاموش و  با اسافاده 

شدددن عكس ژل سددداگاه ژل داكيومناي گردید. ها تهيه از د

ندده ندمدو يددت  يدفد يددت و كد يديدن كدمد هددا هددا از  یپدس از تدعد

ظدت  مصرول بدا غر كداری  يده و در ng/µl10هدای   4( ته

سدددانای  DNAهای ی گردید و نمونهگراد نگهداردرجه 

صدری به   شددند. در این تص يق از -20ا جفت  20( منا   

 غازگر اخاوداصدی گندم اسدافاده گردید. اسداس انایاب 

كدای بدا م سددداگی  ندای پيو شدددار بر مب هدا بي غدازگر هدای  

صدفات كمیژنی سدت   و كيفی كنارل كننده   Ellis etا

al., 2002سددافاده از نرم ( OVITOافزار  (. همننين با ا

شدددیا نرم افزار بيوانفورماتيكی گرافيكی میكه  كه  ،با

شددار در زمينه شدداهدهبي سدداخاارهای اتمی ی  ناليز و م ی 

 اناليز اناام گرفت. است، سازی شدهشبيه

 

مصنوعی و ارزیابی  آلودگیت یه مایه تلقیح، 

 Inoculation preparation, artificial) بیماري

contamination and disease assessment) 

سدددی 10  به مبالا نمونه 100 بين در رق  مورد برر

مداری ادای دو منح ده میارفاز  بي سددد  و  وری جمع خوز

سدددایی مورد  در "قبلا دیگر رق  10 و گرفاندد قرار شدددندا

حدد مداری وا ادای تص ي دات بیش هدا،بي سددد  "غلات خوز

سددایی سدداس بر كه بودند، شددده شددنا  بيماریزایی شدددت ا

سدددنبره  شددددند. انایاب های گندم قارچ عام  بيماری از 

نددم قدام میارف گ فداده از مصي   دوروم  لوده ار سدددا بدا ا

شدددت  سدددازی  PDAك  سدددازی، جدا از پس. شدددد جدا

سدددی سدددازیخالو سددد ور  تا روش با ارقام مورد برر ا

 روی كردی میح  تكنيا از اسدافاده با و  اسد ور پاشدی(

 ارقام تشدیيو همننين .شدد اناام %2  گار و  ب مصي 

های فوزاریوم ا اسافاده از كريدهای تشیيو گونه لوده ب

 .صورت پذیرفت

شددد برای تهيه مایه تر ي  از روش وگنر  سددافاده  ا

 Wegener, 1992بدده  یهدداید(. در ایدن روش در ارلدن

بده همراه  5/2ليار م ددار ميری 250حا   نددم  كداه گ گرم 

ليار  ب م حر رییاه شده و در اتوكلاو اساری  ميری 125

سده مرتبه تكرار گردید. قحعه  سداری  كردی  شددند، عم  ا

حددود  بده قحر  سدددريوم 3-5كوچكی  هدای ميری مار از مي

ه مورد نظر به همراه مصي  كشت برداشاه شده و در جدای

سدد س ارلنداخ  ارلن شددد.   25-30ها در دمای ها رییاه 

سدانای شداه دورانی شديكر روی گراد درجه   پس. شدد گذا

 جدایه از فراوانی اسد ورهای سداعت 96 حدود گذشدت از

سدددت بده نظر مورد  4 دمدای در و تهيده تر ي  مدایده.  مدد د

سدافاده زمای تا گرادسدانای درجه  غرظت. شدد نگهداری ا

سدديوی سدد ان سدد ور در هر ميری 5×104 به سددو ليار تنظي  ا

گيری قددرت تهداج  مدایده تر ي  طبق روش گردیدد. انددازه

 ,.Lemmens et al  صدددورت گرفت لمن و همكارای

یدای و  غداز . در(1993 شدددای  لودگی دوره پدا  كده داد ن

سدددت بوده ثدابدت  لودگی دوره طول در تهداج  تواندایی . ا

ودددنوعی  لودگی در صدددد د 50 از بيش كه زمانی در م ر

سددديدده بودند، انادام  گيداهای هر كرت به مرحرده گرددهی ر

سد   شدد.  لودگی تو شدد و پس از دو روز دوباره تكرار 

شدانه كردی  شدای و اف شدی موتوری پ سدم ا  65یا دسداگاه 

سديویميری سدوسد ان صدورتليار از  یا روز در ميای و  ، به 

ام عودر، پيش از غروب  فااب اناام شدد. سديسدا  در هنگ

سددداعدت پس از  18پداش رطوبدت مورد نيداز را بده مددت مده

شدددرفت  صدددد پي سدددال در  لودگی فراه  نمود. در همای 

وددی بر مبنای  شدداخ سدد   صددد  بدوی  صددفربيماری، تو در

صدددد   لودگی كدامد (  100بيمداری( تدا   18و  14، 10در

روز پس از  لودگی ارزیابی شد.
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 Percentage of spike) سنبلهآلودگی  درصد

contamination) 

سدنبره به تنهایی  صدد  لودگی  سدبه در اگرچه مصا

سديت  سدا سدح  م اومت یا ح شدای دهنده  مورد نظر  ارقامن

دهد. برای تعيين این را نشدای مینيسدت ولی شددت اپيدمی

خوشده را به طور تودادفی انایاب  20پارامار از هر كرت 

شددده صدددد  ی را و تعداد خو شدددمارش و در های  لوده را 

روشدی  عدد( مصاسدبه نمودی . 20ها  نسدبت به ك  خوشده

سدافاده قرار گرفت در ح ي ت  كه در این پژوهش مورد ا

شدداخو  ی از روشترفي سددت كه در  ی  شددده ا های یاد 

گيرد. الباه در بيماری از فرمول زیر مورد مصاسبه قرار می

 خوشه اسافاده گردید. 20این مصاسبه 

شددانه عدم  لودگی و عدد 1در این تص يق عدد   ن

شدانه 5 سدت  لودگی تيد حداكیر ن سدي  و بوده ا  سدح  ت 

ردرب بر تيمار هر  لودگی صدر صدد 5×20حا  ودگی ل در

شدای را DIX  بيماری شداخو یا سدنبرنه دهد كه در می ن

شدده %30 لودگی اول،  ی: تيد  سددت  لوده هاخو ، تيد ا

شدده %45دوم،  لودگی  سددت،  لوده هاخو تيد  لودگی  ا

شدده %71سددوم،  سددت، تيد لوده  هاخو  لودگی چهارم،  ا

شددده 85% سدددت و تيد  لوده هاخو  %88 لودگی پنا ،  ا

 است.  لوده هاخوشه

ادای   بده ن يددی  سددد هدت ر اده: در این تص يق ج نك

ها پن  نوع تيد  لودگی تر از درصدد  لودگی سدنبرهدقيق

.در نظر گرفاه شد

 آلودگی سنبله ها با استفاده از چ ار تیپ آلودگیدرصد .1جدول 
Table 1. Percentage of spike contamination using four types of contamination 

 

 (Pollution type) تیپ آلودگی

بدای   بد  ميز هدایی اثر ما دا اده ن يدد  لودگی، ناي ت

مودوی و  1ی اسدت و معمو ً تيد  لودگی بيمار عام   و

باشد.  لودگی كام  و حساسيت گياه می 5تيد  لودگی 

سدددت  مده  جدول  سدددی ( در 1با توجه به ناای  به د  برر

سددك  بيماری به م اومت  هاینمونه از انایابی ارقام در ا

صدددد 23: كدامد  گيداه درمرحرده ارزیدابی، مورد  ارقدام از در

صددد از  5/13، 5دگی  لو تيد دارای دارای تيد  ارقامدر

صددددد د 3/36، 4 لودگی  يدد  لودگی در  3/9، 3ارای ت

صددد تيد  لودگی  صددد دارای  9/17و ب يه یعنی  2در در

هدای م داوم در این گروه بودندد كده نمونده 1تيدد  لودگی 

 قرار داشاند.

 با نشانپرهاي مولکولی ارقامارزیابی 

(Evaluation of cultivars with molecular 

markers) 

  درصد  لودگی

Percentage of pollution 

 تيد  لودگی

Pollution type 

 

 شاخو بيماری

DIX 

%30 17.9 1 

%45 9.3 2 

%71 36.3 3 

%85 

%88 

13.5 

23 

4 

5 





 49-64، صفحات 1398، پائیز 3، شماره 15نشریه علمی زراعت و اصلاح نباتات ایران، جلد 

 
 

 

55 
 

 

 گندم دوروم  رقم  20گري ژنتیکی غربال مورد استفاده در SSRمولکولی  نشانپرهاي. 2جدول
Table 2. SSR Molecular Markers Used in Genetic Screening of 20 Durum Wheat cultivars 

An. 

Temp. Right primer Left primer Designation 

50OC GGTTGCTGAAGAACCTTATTTAGG TGGCGCCATGATTGCATTATCTTC GWM18 

60OC GATTATACTGGTGCCGAAAC GATCCACCTTCCTCTCTCTC GWM120 

60OC  GGGGTCCGAGTCCACAAC GATGAGCGACACCTAGCCTC GWM219 

55OC CTCATTGGGGTGTGTACGTG GAGTCCTGATGTGAAGCTGTTG GWM234 

55OC GGGATGTCTGTTCCATCTTAG CAACTGGTTGCTACACAAGCA GWM251 

60OC ACGAGGCAAGAACACACATG GCAATCTTTTTTCTGACCACG GWM340 

60OC TGCCATGCACATTAGCAGAT ATCATGTCGATCTCCTTGACG GWM389 

60OC TGTAGGCACTGCTTGGGAG GTGCTGCCACCACTTGC GWM400 

55OC GTATAATTCGTTCACAGCACGC TCGATTTATTTGGGCCACTG GWM408 

55OC TGTTTCAAGCCCAACTTCTATT ATGGCATAATTTGGTGAAATTG GWM577 

50OC ATCGTCAACAAAATCTGAAGTG TTACTTTTGCTGAGAAAACCCT  Xwmc420 

60OC ATGTCCACGTGCTAGGGAGGTA  TTGCCTCCCAAGACGAAATAAC  Xwmc89 

60OC  ATCGAGGACGACATGAAGGT  TTAAGTTGCTGCCAATGTTCC  Xgwm601 

55OC GAGGGTTCTGAAATGTTTTGCC  ACGTGCTAGGGAGGTATCTTGC  Xwmc48 

55OC ACAAACGGTGACAATGCAAGGA  CGCCTCTCTCGTAAGCCTCAAC  Xwmc603 

60OC GCGGGTCGTTTCCTGGAAATTCATCTAA GCGAAATGATTGGCGTTACACCTGTTG  Xbarc108 

60OC TGCTTGTCTAGATTGCTTGGG  GATCGTCTCGTCCTTGGCA  Xgwm413 

60OC GATCTTGGCGCTGAGAGAGA  CTCCGATGGATTACTCGCAC  Xgwm617 

55OC GCCGCCTACCACAGAGTTGCAGCT GCGGCATTGACAAGACCATAGC  Xbarc40 

55OC AGGGGGGCAGAGGTAGG ACCGCTCGGAGAAAATCC  Xgdm132 



 …رقم گندم 20در  استیل -3تبدیل میکوتوكسین دي اكسی نیوالنول به فرم آنالیز مولکولی و 
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در ميدای موادی كده بده عنوای زمينده برای همننين 

اكریلاميد بيشارین كارایی روند پریكار میالكاروفورز به

سدددی نمونده و پروتئين دارد، زیرا  DNAهدای را برای برر

وضدوح و شدفافيت باندها، تشدیيو و قاب  تفكيا شددی 

بدده ی سددددت و  بددا  ا يددار  سددد راحای هددا در این مصي  ب

 .شودمیهای كمی روی  ی اناام سناش

 

 و حنف ناخالصی میزي با نیترات نقرهآرنگ

(Staining with silver nitrate and removal 

of impurities) 

 ميزی نيارات ن ره رنگدر این پژوهش از روش 

های كه برای جروگيری از اناشدار مولكول اسدافاده گردید

سدديدهای نوكرئيا به داخ  زمينه ژل بكار می رود و به  ا

سددداه كما  شددديميایی ناخوا شددددی مواد  حذو و خنیی 

سدددود  كنددمی  3همننين ژل را در ظرو حداوی مصرول 

صددد و  صددد تا زمای ظهور باندها نگفرمالد يد در ه ني  در

شود. با ظهور اولين باندها داشاه و به  رامی تكای داده می

توای از جهدت جروگيری از تيرگی ژل و تیبيدت بدانددهدا می

.مصرول مرحره اول مادد اسافاده كرد

 

 
 Ladder ژل،  یدو سو در GWM340 نشانگر یبرارق  گندم دوروم  20 یبرا ديلامیاكر یحاص  از ژل پر  یناا -1شك  

50bp) قرار گرفاه است 
Figure 1- Results of polyacrylamide gel for 20 cultivars of durum wheat for GWM340marker on both 

sides of the gel (Ladder 50bp)

 

سددت رق  گندم  سددازیعم  تر ي  و  لوده در  بي

ردددور دوروم   ادام  AYT1 م داومدت ژی بداح . گرفدتان

اددام  حدداوی ژی ندوتدركديدبدیبدرای اند بدداكدادری  ادددا اگدرو  ابد

سدديوی مصي    AYT1 م اومت سدد ان سددو مصرول  LBدر 

سدددين   mg/ml 100حداوی   (Kanamycin Aكداندامدای

شددددد.  شددددت  وددددال ك مددتبددا ات  (AYT1  ژی م دداو

 .دشانع سناز پروتئين در باكاری میمباكاری،  ریبوزوم به

سددرول ژینفوذ این   بر اثردر ناياه  شددش  های به دروی پو

سداه به باكاریایی سديژی واب سدرول هایی در باكاری كه اك  

سديژی دارند( شددید به اك سدميت و  نياز  باعک كاهش اثر 

مورد نياز مصي   دمای همننين شد.ضعف در باكاری می

شددت سددانای 26 ك باكاری در و مصرول تنظي   گراددرجه 

OD= 0/6   يده سددداس  كداراین . شددددته  پروتوكولبر ا

سددكوگ شدديگ و    Murashige صددورت گرفت  مورا

& Skooge, 1962).  هدمدندنديدنPH=5     بدرای مدصديد

  تنظي  گردید.

سدددين :نکته ها نوع و ميزای  لودگی به مایكوتوك

شدرای  و مصي  دارد. همننين در هر  سداگی زیادی به  واب

1800 bp 

1500 bp 

1200 bp 

 ترتیب ارقام  

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B1%DB%8C%D8%A8%D9%88%D8%B2%D9%88%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%DA%A9%D8%B3%DB%8C%DA%98%D9%86
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ودددری و مصری در طول  شدددرای  ف يدایی نيز  منح ده جغراف

شدددد گنددم از اهميدت زیدادی در تغييرات ميزای  مراحد  ر

سددين سددت. به طور كری سددميت مایكوتوك ها برخوردار ا

شددت شدرای  مصيحی، رطوبت بيش از حد مصي   رشدد، 

سدي  شدكی،   شدرای  خ سدا دما،  سدي شدرات،  های های ح

شددددت و روش اداد هدای زراعی میبردا بد  ای سددد ندد  توان

سداعد كردی گندم به قارچ سدارس و م شدده و  لودگی ا ها 

 به مایكوتوكسين  را افزایش دهد. 

 بحثنتایج و 

بده  ژنیپس از تعيين توالی   و انا دال این توالی 

مددت بدداكاری در  يدد  AYT1تعيين ژی م دداو تددای پس از 

سددد  توالی شدددانگرهای مولكولی تو  SSRیابی ژنايكی ن

جدددول  يددد Sac1 و Bam1 دو  ندزید (، 2  سدددمد از پدلا

pUC57   شداند سداسدی دا شدده اند ن ش ا سدافاده گرفاه  و ا

سدددا ي  از  نزی   بدافر   T4م سدددوم در  بده عنوای  نزی  

سدميد  با Gusجای ژی ، به طراحی ترفيق و  pBL121پلا

یددد  جددد هددای  pBL121SANEژی  يددا هددت تدعديديدن گد جد

 نوتركي  حاص  شد.

 

 
pBL121SANE pBL121 T4  pUC57  

    

Bam                                            React                                            Sac1                                                 

 AYT1نزی  جدید در توليد گياهای نوتركي  گندم و دسايابی به ژی م اومت  جایگزینی ژنی و تعيين  -2شك 
Figure 2. Gene replacement and determination of new enzymes in the production of recombinant wheat 

plants and acquisition of AYT1 resistance gene 

 

بده پس از تعيين توالی ژنی فوق لدذكر و انا دال  ا

فداده از روش  سدددا بدا ا مدت  بداكاری جهدت تعيين ژی م داو

Polymerase chain reaction  های حرارتی در سيك

از  ،گندم سدازی باكاریایی لوده مودنوعی روش، میارف

به این صدورت كه قحعاتی از  .طریق سداقه صدورت گرفت

شدداه به سدداقه گياهای گندم در مصرول ور باكاری قوطه  غ

شدددرای   40شددددند و مدت زمای این كار به  دقي ه تصت 

ید  در پاری سدددار مدای ا يدد. در این ز ادام بده طول ان دیش 

سددداقه صدددت كافی جهت نفوذ به  های گندم را باكاری فر

سددت. پس از  شدداه ا ا  ب م حر ها بسدداقه اناام این كار،دا

سددداه و ماددا به پاری شددد سددداری   های تميز دیشدوبار ا

روز در حالی كه نمونه ها  4انا ال یافاند. پس از گذشدت 

سدایراه پروتو ين،  شدرای  خاث قرار گرفاه بودند، ا در 

 نزیمی،  بررسی روند فعاليتها اناام گرفت و با از نمونه

فدت. صدددورت گر مدت  این  نزی  دارای  تعيين ژی م داو

سددت، كه برای هر واكنش  5رظت غ واحد در ميكروليار ا

ندابراین در حا   2/0م ددار  سدددافداده گردیدد ب ميكروليار ا

هددایدی واكدندش  حددد  ندزید  وجدود  1مديدكدرولديدادر،  20ند وا

شدددت.  شدددد كه از نظر همننين از گونهدا سدددافاده  هایی ا

سدددبت به -فعاليت پروتو ينی سدددح  محروبی ن  نزیمی در 

ین عم  حاصد  تص ي ات گذشداه كه ا ب يه گياهای بودند.

یدن  .(Yiannikouris and Jouany, 2002 بدود در ا

صدی گندم كه بر پایه  20تص يق از  ودا جفت  غازگر اخا

فداده گردیدد.  سدددا عدات قبری معرفی گردیدده بودندد. ا محدال
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سددداگی با  شدددار بر مبنای پيو سددداس انایاب  غازگرها بي ا

 Shima كنارل كننده صدفات كمی اسدتهای ژنیمكای

et al., 1997). میرو  نوكرئوتيدی شركت  همننين، از

مو ر ميری 10( كه حاوی Cat. No. 7#0511سديناژی  

 ,dTTP, dATP, dCTPاز هر یدا از نوكرئوتيددهدای 

dGTP  ادام واكنش فداده PCRبود در ان سدددا یدد ا  گرد

 Mclauchlan et al., 2001)  ميزای مودرو در حا .

 كروليار بود.مي 5/0ميكروليار،  20واكنش

 

 رق  گندم دوروم 13برای  درصد 8/0اسایراه شده بر روی ژل  گارز  DNAناای  حاص  از بارگيری -3شك  
Figure 3. Results of loading the extracted DNA on % 0.8 agarose gel 

 

 

شددده نده اگرچده ن  عدددی برای دام كداژی ما هدای لين

صدددفدات در گونه سددديعی از  های زراعی میارف وجود و

شدددانگرهدایدارد، امدا در ح ي دت  سدددبدت انددكی در  ن بده ن

صدددلاحی ببرنامه كار گرفاه  صدددورت كاربردی بهههای ا

. دلي  عمده كاربردی (1396 نوری نيا و سدادات، اندشدده

شده شدهنبودی این ن  سدت كه ن  سدافاده ها،  ی ا های مورد ا

سدداند فنوتيدبينی در پيش  He J et ها، مورد اطمينای ني

al., 2010). 

شدای داد صد  از این تص يق ن كه،  اگرچه ناای  حا

مدداریترین میرب از ندددم، هددای بي یددت گ فوزاریومی بلا

سددددت  سدددين عمركرد كداهش بر علاوه كده ا مدایكوتوك

سدددی عدت یدا كده  ،رانيوالنول داك مدان ندده م سدددناز از كن

اندازد، میخحر به را دام و انسدای سدلامت و اسدت ين ئپروت

يددد  لدد ندددیمددتددو مددا  ،(Binder and E.M, 2007 كدد ا

سدددیرییدت هدایویژگی هدای جددایدهیی زابيمداریو  شدددندا

Fusarium graminearum  لدددوده  dsRNA بددده 

سددایوش  و یی زابيماریشدددت كاهش  ،مانندتغييراتی د

هدش  يدزای كددا يدن مد سدددد تدوك كدو ید سددددیمددا ندول داك لد يدوا ند

شدداه محالعات . (Llorens et al., 2006 شددوندمی گذ

شددددای  نددد دادهن يددای كدده ا يدد  ب سدددا میمری فراز ترانسا

(ScAYT1) 3،كه یا-O-  سدين سداي  تریكوت ترانس ا

به كه  ی  ،اساي  شدك به را والنول نيداكسدی و ،اسدتفراز 

سددت قادر كند، میتبدی  دارد تری پایينسددميت مرات   ا

سدديت  سددا سددينبه ح به موتانت میمرهای در را  مایكوتوك

ناای  . (Jaynes,W.F et al., 2007 دهدكاهش شدت 

و   AYT1تراژی بيای كه دهد مینشای محالعه این 

نددد می dsRNA بدده فوزاریوم  لودگی  در توان

سدددیبده تصمد  ال دای  بدال بده و نيوالنول داك افزایش  ی دن

مؤثر گنددم برده سدددنفوزاریومی بلایدت بيمداری بده م داومدت 

 . همننين(Phillips, T.D et al., 1990 باشند
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هدایگيری كداریبده شددددانگر يد   ن مولكولی از قب

شدددانگرهای سدددايابی می SSR ن تواند به طور موثری در د

بده مداهيدت ژنايكی  يده  بداكاریقدارچاول بده  هداهدا،  و گيداهدای 

شدددیو  در نصو موثری مفيدد خواهدد بود. این پژوهش م

 كاهش بر علاوهگندم سدنبره فوزاریومی بلایت شدد كه،  

 تامع طریق از مسدا يمی غير خسدارت عمركرد، چشدمگير

سددين سددیدی مانند، هاییمایكوتوك  هایدانه به نيوالنولاك

شدت  ارقام در م اومت منابع نبود. سدازدمی وارد شدده بردا

در مؤثر هدای ژیانا دال زمينده در محدالعدات لزوم بر  زراعی

افزوده  بيماری اینهای توكسينمایكوبه م اومت افزایش 

منای  های ژیجمره از  .(Kubena et al., 1998 است

یدن در  نددها يد مد يدد ژی  ،ز اد سدددد ندسا مدریفدراز تدرا ید ، مد

AYT1 سددت سدداي  گروه یا كه ا  گروه را جایگزین ا

قاب  ميزای به ها  یسدميت از و كند می  C3 هيدروكسدي 

هددمیتوجهی  یدابی(. Karlovsky, 2011  كدا هدای ارز

شددددهدروی  نده ،ایشدددي نددم دورومدا يد  هدای گ بدا  نوترك

AYT1  نيوالنول اكسیدیبه نسبی تصم  افزایش گویای

 .استبوده شده  یادتراژی بيای ناياه در 

 

 

 نشانگرهای توليد شده توس  هر ل  و همننين  (bp)ولكولی، قحعات توليد شده بر حسس  م نشانگرهای. 4شك 
Figure 4. Molecular markers, components produced in (bp), as well as alleles produced by each marker 

 

نتیجه گیري كلی

يد  هدای مولكولی  تصر فداده بدا ،ترارییدتگيدا سدددا  از ا

 شدرای  با مشدابه شدرای  و AYT1 ژی اخاوداصدی  غازگرهای

سدددایراه ژنومی  DNA و  ی تكیير انا ال گياهای،  ازشدددده ا

سدی  ،شددهباززایی های  ینبه تراژی  سدیهشدد. برر از برداری ن

 RNAاز شدددده سددداخاده  cDNAتكیير بدا  شددددهیداد تراژی 

سددایراجی  با اغازگرهای ( Cat. No. RN7613Cكيت با ا

 مورد اسافاده تایيد شد.

يدن،   ند ند مد يدری بدرای هد ردوگد هدش بدروزاز جد هددای جد

اده  سددد كده  Expand DNA polymerase نزی  از نداخوا

سددت ریدینگپروو توانایی دارای  سددافاده ا  ,Fsrio شددد ا

ادای   .(2005 نده ژی یدابیتوالی ن سددددا  در شددددده سددددازیهم
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شدای  پلاسدميد سديد مينه سدح  در كه  ،دادن تغييری گونه  هيچا

سددانهمراح  در ژی این توالی در  رق  گندم  20این  سددازیهم

سدددددت نددداده رخ  دوروم صددتو ا لددی  صددددد  ،ژیتددوا

AYT1 موجود توالی با ردیفیه  از پس شدده سدازیهمسدانه 

شدددای  ماری های تصري . شدددد تایيد ژی بانا در اثر كه  ،دادن

يددد  شددددت مصي  و ژنوت بدد  اثر و ك مددامی بر هددا  یما ددا ت

معنادار كاملا  01/0سددح  در  شدددهگيری اندازههای شدداخو

ترارییت های گياهنهالعم  عكستر، روشنعبارت به است. 

بوده مافاومت ه  با  مایكوتوكسدينحردور در غيرترارییت و 

به شدده، گيری اندازههای شداخودر تغيير سدب  تراژی بيای و 

 .استشده معناداری شك  
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 دانیتشکر و قدر

 همكاری جان  این با ماموعه این تهيه در سركار خان  ندا باغساانی كه ،بدینوسيره از زحمات و تلاش بی دریغ اسااد مصارم

 .خواهان  ماعال ازخداوند را ایشای موف يت و نموده اعلام را خود قربی س اس مرات  و تشكر ،اند داشاه
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Molecular analysis and reduction of mycotoxin deoxynivalenol to 3-acetyl form in 

20 durum wheat cultivars of Khuzestan through PCR technique and 

determination of AYT1 resistance gene 
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Abstract: 

This study was conducted to evaluate the response of 20 durum wheat cultivars native to 

Khuzestan, available in the collection of the grain research department of the Seed and Plant 

Breeding Research Institute, to Fusarium blight during the two cropping years 2016-2017 and 

2018-2019 in field conditions in two regions. Different, Khuzestan, with two climatic conditions, 

was implemented. The studied traits included infected clusters, spikelet infestation, seed 

infestation, cluster density, plant height and biological yield. Cluster analysis was used to measure 

and determine genetic distances and pattern diversity in wheat Fusarium resistance components 

of wheat. Evaluation of experimental masses using sporulation method in the field showed that 

most of the studied masses have a good resistance to the disease in terms of the mean disease 

index. The cause of resistance seems to have a genetic basis and is related to the presence of type 

I resistance in them. Twenty durum wheat cultivars can be used as disease-resistant parents in 

crosses related to wheat breeding programs. The results showed that AYT1 gene is expressed as 

resistant gene in wheat cultivars. Using PCR technique and SSR molecular markers in this study 

in order to amplify a single copy or small copies of a DNA fragment with a specific sequence of 

thousands or millions of copies, to achieve the genetic nature of cultivars, this method can be used 

as a method. Introduced for the multiplication of resistant genes in this study. 
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